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(54) 열대 약용식물 추출물을 유효성분으로 함유하는혈전증치료용 조성물

요약

본 발명은 열대 약용식물 추출물을 유효성분으로 함유하는 혈전증치료용 조성물에 관한 것으로, 열대 약용식물 건조 시
료들을 분쇄하고 메탄올과 혼합하여 추출한 시료를 여과한 후 감압농축 및 동결건조하여 수득한 추출물은 기존의 항혈
소판 효과를 나타내는 물질보다 2배 이상의 혈소판응고 억제 효과가 있으므로 혈전증치료에 뛰어난 효과가 있다.

대표도
도 2

색인어
혈전증, 혈소판응고, 혈전, 열대 약용식물

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명 열대 약용식물의 추출물 제조공정을 나타낸 개략도이다.
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도 2는 본 발명 열대 약용식물 6종의 추출물 0.4, 0.3, 0.2㎎/mL 농도에서 혈소판 응집 저해능을 측정한 결과를 나타
낸 그림이다.

도 3은 콜라겐에 의해 유도된 쥐 혈소판응집에 대한 아스피린(A)과 카테킨(B)의 저해 곡선을 나타낸 그림이다.

도 4는 본 발명 열대 약용식물 중 아레카 카테큐(Areca catechu)의 콜라겐에 의해 유도된 쥐 혈소판응집에 대한 배양
시간에 따른 응집 억제율율을 나타낸 그림이다.

도 5는 아레카 카테큐, 카테킨, 녹차추출물 및 아스피린의 아라키돈산, ADP, 콜라겐, 트롬빈에 의해 유도된 혈소판 응
집에 대한 응집 억제율을 나타낸 그림이다.

도 6은 아레카 카테큐95% 에탄올(A) 및 50%의 아세톤(B) 용출액을 Sephadex LH-20으로 분획한 결과를 나타낸 
그림이다.

도 7은 아레카 카테큐 메탄올 추출액과 아스피린의 시클로옥시게나아제 활성 저해도를 나타낸 그림이다.

도 8은 아레카 카테큐 메탄올 추출액과 아스피린의 시간에 따른 시클로옥시게나아제 활성 저해도를 나타낸 그림이다.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 열대 약용식물 추출물을 유효성분으로 함유하는 혈전증치료용 조성물에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 열대 
약용식물 건조 시료들을 분쇄하여 메탄올과 혼합하고 추출한 시료를 여과한 후 감압농축 및 동결건조하여 제조한 혈소
판응고 억제능을 갖는 추출물 및 이를 함유하는 혈전증치료용 조성물에 관한 것이다.

    
혈전(Thrombus)은 정상적인 혈액 응고기능의 부적절한 발생 즉, 섬유소를 주성분으로 하는 혈전의 형성계가 섬유소 
제거에 작용하는 혈전용해계의 활성을 능가하는데 기인하여 생기는 현상이다. 이로 인하여 여러 가지 형태의 질환이 나
타나게 되는데, 그 중 대표적인 것이 뇌졸증과 심근경색으로 이들은 암과 더불어 우리가 흔히 접하는 3대 질병이다. 보
통 혈전은 형성 초기에 가벼운 신경 장애가 있고 수일 이내에 완전히 회복되었다가 그 후 수일 내지 수개월 후에 심한 
발작으로 발전하며 고혈압과 당뇨병을 동반하기도 하는 등 여러 합병증을 유발한다.
    

    
혈전형성의 중요한 역할을 하는 혈소판은 지혈계에 관여하는 혈중세포로서 골수에서 만들어지며 핵이 없고 반지름 3∼
4㎛의 디스크 모양을 하고 있다. 혈관이 손상을 입게되면 내피하층이 노출되고 그 부분의 혈류가 감소하면서 혈소판이 
기저막 및 콜라겐에 유착하게 된다. 이때를 혈소판이 '활성화' 되었다고 하며 혈소판 응집을 직접, 간접적으로 유도하는 
물질들을 분비하게 된다. 이 단계를 거쳐 내인성 응고계 케스케이드(cascade)의 활성화와 함께 트롬빈이 생성되며, 트
롬빈은 섬유소원을 섬유소로 전환시키고 트롬빈에 의해서 활성화된 응고인자에 의해서 섬유소는 안정화된다. 정상적인 
상태에서는 이 섬유소에 의해 생성된 혈전이 용해되어 정상 혈관으로 수복되지만 비정상적인 상태에서는 혈전증을 유
발하게 된다.
    

혈전 치료법은 크게 혈소판 응집 억제와 혈액응고 예방 및 혈전용해 등으로 나누어지며, 이중 혈전증의 예방에는 항혈
소판요법이 가장 효과적이라고 알려져 있다.
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혈소판 응고능을 억제하는 약제들로는 프로스타글란딘(prostaglandin) 대사를 억제하여 트롬복산(thromboxane)의 
발생을 줄이거나 혈소판 내에서 cAMP양을 줄이는 역할을 하는 아스피린, 인도메타신(indomethacin) 등의 비스테로
이드성 항염제들이 있다. 특히, 아스피린은 세포막의 아라키돈산(arachidonic acid)으로부터 혈소판응집 유도물질인 
프로스타글란딘류를 합성하는 시클로옥시게나아제 (cyclooxygenase)를 불가역적으로 아세틸화시켜서 트롬복산 A 2
의 합성을 억제하는데, 혈소판은 단백질 합성 능력이 없으므로 새로운 효소를 가진 혈소판이 출현할 때까지 혈소판응집 
억제 효과가 유지되고 그 기간은 약 10일이 소요된다. 실제로 병원 처방에서 혈전증의 예방목적으로 하루에 아스피린 
100㎎과 혈액응고 예방제인 와파린(warfarin) 2㎎을 복용하도록 하고 있다.

    
그러나 비스테로이드성 항염제들을 사용하는 방법은 선택성이 적고 빈번한 위장장애로 인한 출혈위험 증가, 위천공, 무
과립구증, 재생 불량성 빈혈 등의 혈액계에의 치명적인 부작용, 간 독성 유발, 정신신경계 부작용을 유발하는 단점이 있
다. 이러한 문제를 해결하기 위해 이들의 위흡수를 방해하기 위한 약제의 개발, 주사를 이용한 약물 투여, 간에서 대사
된 후 활성화되는 프로드러그(prodrug)의 개발 등이 시도되어 왔으나, 이들 중 어느 방법도 심각한 부작용의 발생빈도
를 줄이는데는 큰 효과를 거두지 못하였다.
    

최근에는 이러한 부작용이 없고 효과가 뛰어난 혈소판응고 억제 성분을 천연물질에서 얻고자하는 연구가 활발히 진행
되고 있다. 지금까지 천연물로는 녹차의 카테킨(catechin), 마늘(garlic), 생강(ginger), 은행잎 추출물(ginkgo extr
act), 인삼(ginseng)등에서 항혈소판응고 효과가 보고되었다. 그러나 아직 상업화 수준의 우수한 효과를 나타내는 항
혈소판응고 물질은 없는 실정이어서 천연물로부터 보다 우수한 항혈소판응고 물질의 탐색을 위한 연구의 필요성은 매
우 높다.

본 발명자는 천연물로부터 항혈소판 응고활성물질을 탐색하기 위하여 열대 약용식물을 이용하여 혈전형성에 미치는 영
향을 조사하고, 혈소판의 활성화를 억제하여 혈소판 응집을 억제하는 시료의 활성성분을 분획·확인함으로써 완성하였
다.

따라서, 본 발명의 목적은 열대 약용식물로부터 추출한 혈소판 응고 억제 효과를 갖는 추출물을 제공함에 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 열대 약용식물 추출물의 제조방법을 제공함에 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 혈소판응고를 억제 효과를 갖는 열대 약용식물 추출물을 유효성분으로 함유하는 혈전증치료
용 조성물을 제공함에 있다.

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명의 상기 목적은 열대 약용식물 건조 시료들을 분쇄하여 메탄올과 혼합하고 추출한 시료를 여과한 후 감압농축 
및 동결건조함으로써 열대 약용식물 추출물을 제조하고 상기 추출물의 항혈소판 응고 활성, 총페놀 함량, 축합형 폴리
페놀 함량 및 시클로옥시게나아제 활성 측정하고 Sephadex LH-20 크로마토그라피 하여 효과를 검정함으로써 달성하
였다.

이하 본 발명의 구성 및 작용을 상세히 설명한다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명은 열대 약용식물 아레카 카테큐의 메탄올 추출물을 제조하는 단계; 신나모뮴 부르마니(Cinnamomum burman
ni)의 메탄올 추출물을 제조하는 단계; 신나모뮴 신토크(Cinnamomum sintok)의 메탄올 추출물을 제조하는 단계; 파
라메리아 라에비가타(Parameria laevigata)의 메탄올 추출물을 제조하는 단계; 우드포르디아 프로리분다(Woodford
ia floribunda)의 메탄올 추출물을 제조하는 단계; 호마로메나 자바니카(Homalomena javanica)의 메탄올 추출물을 
제조하는 단계; 항혈소판 응고 활성, 총페놀 함량, 축합형 폴리페놀 함량 시클로옥시게나아제의 활성을 측정하고 Seph
adex LH-20 크로마토그라피 하여 상기 추출물의 효과를 검정하는 단계로 구성된다.
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본 발명에서는 열대 약용식물로 아레카 카테큐(Areca catechu), 신나모뮴 부르마니(Cinnamomum burmanni),신나모
뮴 신토크(Cinnamomum sintok),파라메리아 라에비가타(Parameria laevigata),우드포르디아 프로리분다(Woodfo
rdia floribunda)및호마로메나 자바니카(Homalomena javanica)을 사용하였고, 아레카 카테큐가 혈전증치료에 가장 
뛰어난 효과를 나타냈다.

본 발명의 열대 약용식물 조성물은 혈전증치료를 목적으로 하여 환제, 정제의 형태로 의약품으로 제조하여 사용할 수 
있다.

    
본 발명에 사용된 열대 약용식물들은 인도네시아 Yokjakarta에서 1998년 2월에 구입하여 현재 연세대학교 생물산업
소재연구센터에서 보유하고 있으며, 4℃의 저온실에서 보관하면서 실험에 사용하였다. 실험동물은 5주령의 수컷 S.D.
(Sprague-Dawley rat) 계열의 SPF(Specific Pathogen Free)로서 연세대학교 의과대학 임상의학연구센터 실험동
물부에서 공급받았다. 실험동물은 온도 22℃, 습도 55% 및 12시간 주기의 명암하의 조건으로 사육된 무게 200 ±20
g의 것을 사용하여 SD 쥐를 디에틸 에테르로 마취시킨 후 3.8% trisodium citrate로 항응고 처리(blood : anticoagu
lant = 9 : 1)한 플라스틱 주사기(plastic syringes)를 사용하여 복부 대동맥에서 혈액을 채취하여 전혈로 하였다. 인
간 전혈(human whole blood)은 2주 이상 약물 복용 경험이 없는 건강한 지원자를 12시간 이상 금주, 금연, 금식하게 
한 후 상박정맥에서 채혈하였다. 한편, 혈소판 농축액은 anti-HIV, anti-HCV, HBs Ag 등의 혈액검사를 마친 A형의 
혈소판을 중앙적십자 혈액원에서 구입하여 20∼24℃에서 약하게 교반하면서 보관하였으며, 제조 후 5일 이내에 사용
하였다.
    

이하, 본 발명의 구체적인 구성 및 작용을 실시예를 통하여 상세히 설명하고자 하지만 본 발명의 권리범위가 이들 실시
예에만 제한되는 것은 아니다.

실시예 1 : 아레카 카테큐 추출

도 1의 제조공정으로 채취한 아레카 카테큐 건조 시료는 80 메쉬(mesh)로 분쇄하여 시료 100g과 400mL의 75% 및 
100%(v/v) 메탄올을 혼합하여 상온에서 이틀동안 교반하면서 2회 반복 추출하였고, 추출된 상기 시료는 여과지(Wh
atman No. 2)를 이용하여 여과하였다. 여과된 추출액은 진공 회전 농축기로 감압농축하여 용매성분을 제거하였으며, 
이를 동결건조하여 아레카 카테큐 분말건조 시료를 얻었다.

또한 상기 75% 메탄올 추출물을 감압 농축하여 유기용매 성분을 제거한 후 에틸아세테이트, 부탄올 및 물로 순차적으
로 분획하였다. 즉, 메탄올이 모두 제거된 상태에서 동량의 에틸아세테이트를 가하여 잘 흔들어주고 약 20분간 정치하
였다. 이때 에틸아세테이트에 녹은 부분을 에틸아세테이트 분획으로 하였다. 나머지 부분에 부탄올을 가해 상기 방법을 
반복하여 부탄올 분획을 얻었고 그 나머지를 물분획으로 하였다.

실시예 2 : 신나모뮴 부르마니추출

상기 실시예와 같은 방법으로 하되, 건조시료로 신나모뮴 부르마니를 사용하여 추출물과 분획을 얻었다.

실시예 3 : 신나모뮴 신토크 추출

상기 실시예들과 같은 방법으로 하되, 건조시료로 신나모뮴 신토크를 사용하여 추출물과 분획을 얻었다.

실시예 4 : 호마로메나 자바니카 추출

상기 실시예들과 같은 방법으로 하되, 건조시료로 호마로메나 자바니카를 사용하여 추출물과 분획을 얻었다.

실시예 5 : 파라메리아 라에비가타 추출
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상기 실시예들과 같은 방법으로 하되, 건조시료로 파라메리아 라에비가타를 사용하여 추출물과 분획을 얻었다.

실시예 6 : 우드포르디아 프로리분다 추출

상기 실시예들과 같은 방법으로 하되, 건조시료로 우드포르디아 프로리분다를 사용하여 추출물과 분획을 얻었다.

실시예 7 : 본 발명 열대 약용식물 추출물의 효과 검정

실험예 1 : 항혈소판응고 활성 측정

    
항혈소판 응고 활성은 aggregometer(Chronolog, modle 500, Havertown, USA)를 이용한 impedance method로 
측정하였다. 항응고 처리된 쥐의 전혈 450㎕와 등장액(0.85% NaCl) 430㎕를 혼합한 혈액을 37℃로 전배양한 cuve
tte에 분주하였다. 여기에 상기 실시예 1∼6에서 제조된 열대 약용식물의 75%(v/v) 메탄올 추출물을 20㎕씩 넣고 1,
200rpm에서 교반하면서 37℃에서 약 10분간 배양하였다. 이어서 콜라겐 10㎕(10㎍/mL)를 넣어 혈소판응집을 유도
하고 10분 후 전극간 저항값의 변화를 측정하였다. 이때 시료들은 20㎎/mL 농도가 되도록 10%(v/v) 디메틸설폭사이
드 (dimethylsulfoxide)에 용해시켜 제조하였다. 비교를 위하여 20㎎/mL 농도의 아스피린을 사용했으며, 대조구로는 
시료가 포함되지 않은 용매인 디메틸설폭사이드를 사용하여 동일한 방법으로 항혈소판 응고능을 측정하였다. 이 값들은 
디메틸설폭사이드만을 넣고 측정한 저항값을 기준값으로 하여 각 시료의 저항값으로부터 하기의 계산식에 따라 항혈소
판 활성(%)을 계산하였다.
    

한편, 인간 전혈을 이용한 항혈소판응고 활성도 쥐와 동일한 방법에 의해 측정하였다. 콜라겐 3㎕(3㎍/mL), ADP 10
㎕(10μM), 트롬빈 13㎕(0.13units), 아라키돈산 20㎕(1mM)를 넣어 혈소판 응집을 유도하고 5분후 전극간 저항값
의 변화를 측정하였다. 또 비교를 위하여 각각 20㎎/㎖ 농도의 아스피린, 카테킨 및 차 추출물을 사용하였다.

실험결과 표 1에 나타낸 바와 같이, 쥐 전혈에 대하여 0.4㎎/mL의 농도에서 혈소판 응집 저해 활성이 50% 이상으로 
나타났다. 특히아레카 카테큐의 항혈소판응고 억제율은 99.43 ±0.81%로서 기존의 항혈소판 응고제인 아스피린의 활
성(92.04 ±1.25%)보다 높은 저해율은 나타내었다.

열대 약용식물의 항혈소판응고 활성
인도네시아 이름 식물학상 이름 부분 수율(%) 억제율(%)
Jambe 아레카 카테큐 과일 13.0 99.43 ±0.81 b)

Kayu Manis 신나모늄 부르마니 줄기 8.0 91.21 ±9.05
Sintok 신나모늄 신토크 줄기수피 8.0 85.44 ±8.00
Nampu 호마로메나 자바니카 잎 8.0 66.09 ±13.19
Kayu Rapat 파라메리아 라에비가타 잎 11.3 80.80 ±8.32
Sidowayah 우드포르디아 프로리분다 과일 25.5 85.02 ±8.59
아스피린 92.04 ±1.25
[주] a) : 각 추출물의 최종농도는400㎍/mL.

실험예 2 : 항혈소판응고 활성에 대한 추출물 용매분획 및 농도의 효과

상기 실시예 1∼6에서 제조된 6종의 메탄올 추출물에 대하여 에틸 아세테이트, 부탄올 및 물로 분획하여 각각의 항혈소
판응고 활성을 실험예 1과 같은 방법으로 측정하였다. 또한 항혈소판응고 활성에 미치는 추출물 농도의 영향을 조사하
기 위하여 시료의 최종 농도가 각각 0.4, 0.3, 0.2㎎/mL가 되도록 제조하고 각 농도에서의 혈소판 응집 저해능을 측정
하였다.
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실험결과 표 2에 나타낸 바와 같이, 물 분획에서는 신나모뮴 부르마니와 파라메리아 라에비가타를 제외하면 항혈소판응
고 활성을 거의 나타내지 않았고, 에틸아세테이트 분획에서는 신나모뮴 부르마니, 아레카 카테큐 및 신나모뮴 신토크가 
각각 95.00, 77.50 및 62.50%의 높은 항응고 활성을 나타내었다. 그러나 6개 시료 모두 공통적으로 부탄올 분획에서 
가장 뛰어난 활성을 보였으며, 특히 아레카 카테큐와 신나모뮴 부르마니는 각각 100% 및 98.75%의 매우 우수한 항혈
소판응고 활성을 나타내었다. 이와같이 항혈소판응고 저해 활성이 부탄올 분획에서 매우 높은 것은 본 발명 열대 약용
식물 추출물이 상대적으로 극성이 높은 물질을 포함하기 때문이었다.
    

농도에 따른 혈소판 응집 저해능을 측정한 결과는 도 2에 나타낸 바와 같고, 이때 positive control로는 혈소판 응집 
억제효과가 있다고 알려진 아스피린과 카테킨을 사용하였다(도 3). 대부분의 시료가 0.2∼0.4㎎/mL 농도에서 80∼1
00%의 항혈소판응고 활성을 나타내었다. 신나모뮴 신토크와 호마로메나 자바니카를 제외한 모든 시료들의 IC 50 은 0.
100∼0.166㎎/mL로, positive control인 아스피린의 0.196㎎/mL이나 카테킨의 1.800㎎/mL에 비하면 상대적으로 
낮은 IC50 값을 나타내었다(표 3). IC 50 =1.3㎎/mL 이하는 활성이 매우 우수한 것이므로, 본 발명에서 선별한 열대 약
용식물들은 항혈소판 작용이 상대적으로 높음을 알 수 있다. 특히 아레카 카테큐는 0.1㎎/mL으로 아스피린(0.196㎎/
mL)보다는 약 2배, 그리고 카테킨(1.8㎎/mL)보다는 18배나 낮은 수치를 나타내었다.

용매분획의 항혈소판응고 활성 억제율
식물 억제율 (%)

물 에틸아세테이트 부탄올
아레카 카테큐 16.67 77.50 100.00
신나모뮴 부르마니 48.89 95.00 98.75
신나모뮴 신토크 0.00 62.50 97.50
호마로메나 자바니카 0.00 -2.33 62.79
파라메리아 라에비가타 45.45 19.61 62.75
우드포르디아 프로리분다 14.55 -48.04 78.43
아스피린 93.48

다양한 IC
추출물 IC50 (㎎/mL)
아레카 카테큐 0.100
신나모뮴 부르마니 0.166
신나모뮴 신토크 0.270
호마로메나 자바니카 0.200
파라메리아 라에비가타 0.280
우드포르디아 프로리분다 0.290
아스피린 0.196
카테킨 1.800

실험예 3 :추출물의 총페놀, 축합형 폴리페놀 함량 측정

상기 실시예 1∼6에서 제조된 75% 메탄올 추출물 시료를 실리카겔이 코팅된 TLC 평판(Kiesel-gel 60 F 254 , Merc
k, Sweden)을 사용하여 박층 크로마토그래피법 (thin layer chromatography)으로 페놀성 물질을 동정하였다. 전개
용매로는 벤젠:에틸 포르메이트:포르믹산 = 1:7:1 또는 1:1:1(v/v/v)을 사용했으며, 전개정도는 자외선 램프로 확인
하였으며, 발색제로는 10% H2 SO4,아니스알데하이드 (anisaldehyde) 및 FeCl 3를 사용하였다. 아니스알데하이드에 
의해 갈색 또는 붉은색으로 발색되면서 FeCl3에 의해 청색으로 발색되는 물질은 축합형 폴리페놀로 하였으며, 아니스
알데하이드에 의해서는 발색되지 않으면서 FeCl3에 의해 청색으로 발색되는 물질은 가수분해형 폴리페놀로 동정하였
다.
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총 페놀 함량은 메탄올 추출물 0.2g을 메탄올 10mL에 녹인 후, 100배 희석한 다음, 희석액 0.2mL에 2% Na 2CO3 2m
L를 가하여 충분히 혼합하였다. 2분후 50% Folin- Ciocalteu 시약 0.2mL 첨가하고 상온에서 30분간 방치한 다음, 
750nm에서 흡광도를 측정하였다. 페놀 함량은 탄닌산을 표준물질로 하여 작성한 표준곡선에서 구하였다.

축합형 폴리페놀의 함량 분석은 메탄올 추출물 0.2g을 메탄올 10mL에 녹인후, 100배 희석하고, 이를 1mL 취하고 va
nillin(50:50 mixture of 1% vanillin/8% HCl in methanol) 5mL를 가하여 혼합한 후, 30℃에서 20분간 반응시키
고 나서 500nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 카테킨으로 작성하였다.

박층 크로마토그래피한 결과, 6가지 시료 모두 아니스알데하이드와 FeCl3정색반응에서 각각 붉은 색과 청색반응을 하
였으므로 flavan 유래의 화합물을 함유한 식물임을 알 수 있었다. 또한 이 flavan 화합물은 spotting 부분에서 발색되
는 등 TLC 상에서 Rf값이 매우 낮은 것으로 보아 대체로 분자량이 큰 dimeric 이상의 화합물이었다.

본 발명 열대 약용식물 추출물의 총 페놀, 축합형 폴리페놀, 축합형 폴리페놀의 중합도를 측정한 결과 표 4에 나타낸 바
와 같이, 시료 모두 공통적으로 비교적 높은 함량의 축합형 폴리페놀을 함유하고 있었으며, 특히 항혈소판 응고활성이 
높았던 신나모뮴 부르마니와 아레카 카테큐는 축합형 폴리페놀의 함량도 역시 높았다. 그러나 그 함량과 항혈소판 응고
활성과의 유의성있는 상관관계는 발견되지 않았다.

한편, 축합형 폴리페놀의 중합도를 조사한 결과는, Flavanol이 중합이 되면 vanillin 반응은 약해지므로, V/FC 비가 작
을수록 중합도가 상대적으로 크고, 상대적으로 높은 중합도를 보인 시료는 신나모뮴 신토크, 낮은 중합도를 보인 것은 
아레카 카테큐, 우드포르디아 프로리분다이었는데, 이것으로 보아 아레카 카테큐는 시료 중 축합형 폴리페놀의 함량은 
가장 많으나 이들의 중합도는 나머지 시료들에 비해 비교적 낮음을 알 수 있었다.

열대 약용식물 추출물의 총 페놀, 축합형 폴리페놀, 축합형 폴리페놀 중합도
메탄올 추출물 총 페놀(%) 축합형 폴리페놀(%) 축합형 폴리페놀 중합도
아레카 카테큐 58.80 6.760 0.115
신나모뮴 부르마니 79.86 7.171 0.090
신나모뮴 신토크 39.20 1.750 0.045
호마로메나 자바니카 12.74 0.658 0.052
파라메리아 라에비가타 25.58 2.127 0.083
우드포르디아 프로리분다 4.68 0.841 0.180

실험예 4 : 아레카 카테큐 추출물의 항혈소판 활성

상기 실험예 1∼3에서 상세히 설명한 바와 같이 1차 스크리닝을 거쳐 선별된 6종의 메탄올 추출물 시료 중 아레카 카
테큐는 거의 100%나 되는 매우 우수한 항혈소판 응고능과 0.1㎎/mL의 매우 낮은 IC 50 값을 나타내어 본 발명의 열대 
약용식물 추출물 중 아레카 카테큐의 항혈소판 활성을 보다 세부적으로 살펴보았다.

    
상기 실시예 1에서 제조된 아레카 카테큐의 추출용매 조성(75 및 100% 메탄올)을 달리하여 추출물을 제조하고 각각
의 항혈소판응고 활성과 총페놀 함량, 축합형 폴리페놀의 함량을 측정하였고, 콜라겐에 의해 유도된 혈소판응집 저해 
활성의 경시변화를 조사하였다. 그리고 혈소판 응집유도제로 ADP 10㎕(10μM) 또는 콜라겐 3㎕(3㎍/mL), 트롬빈 
13㎕(0.13units/mL), 아라키돈산 20㎕(1mM)를 사용하여 인간전혈에 대한 아레카 카테큐 메탄올 추출물 시료의 혈
소판 저해활성을 측정하였다.
    

    
실험결과 표 5에 나타낸 바와 같이, 75%와 100%의 추출용매 조성에서의 두 시료 모두 약 60%에 이르는 비교적 높은 
총 페놀 함량을 나타내었으나, 100% 메탄올 추출물보다는 75% 메탄올 추출물이 항혈소판응고 활성이나 수율 면에서 
더 우수하였으며, 총 페놀, 축합형 폴리페놀의 함량도 많았다. 따라서 아레카 카테큐에서 항혈소판 응집 활성을 나타내
는 물질들은 주로 폴리페놀 성분임을 확인할 수 있었다. 또한 콜라겐에 의해 유도된 혈소판응집 저해 활성의 경시변화
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를 조사한 결과 도 4에 나타낸 바와 같이, 배양시간이 길어질수록 혈소판 응집 저해율도 높아지는 것으로 보아 혈소판 
응고활성의 시간경과에 따른 저해가 없음을 확인하였다.
    

도 5에 나타낸 바와 같이 아레카 카테큐는 아라키돈산, ADP, 콜라겐으로 혈소판 응집을 유도한 경우 0.1㎎/mL의 농도
에서 80% 이상, 트롬빈에 대하여는 40% 정도의 혈소판 응집 억제율을 보였다. 이에 반하여 positive control로 사용
한 카테킨은 같은 농도에서 ADP에 대해서만 약 40%의 혈소판 응집 억제 효과를 보였을 뿐 나머지 agonist에 대해서
는 전혀 효과를 보이지 않았다. 농도를 0.4㎎/mL 까지 높인 경우에도 아레카 카테큐는 100%에 가깝게 혈소판 응집을 
저해하였으나 카테킨은 아라키돈산과 ADP에 대해서만 아레카 카테큐와 유사한 저해도를 보이고, ADP와 콜라겐에 대
해서는 2배나 낮은 수치를 나타내었다. 녹차 추출물도 트롬빈을 제외한 3가지 agonist에 대해서는 비교적 우수한 응집
저해도를 보였으나, 역시 아레카 카테큐의혈소판 응집 억제활정도를 능가하지는 못하였다. 또한현재 항혈소판 응고제재
로 가장 많이 쓰이고 있는 아스피린도 아라키돈산과 ADP에 대해서는 높은 저해능을 보였으나 콜라겐과 트롬빈에 대하
여는 0.1㎎/mL의 농도에서 0%, 0.4㎎/mL에서 40%, 50%의 저해율을 보여 아레카 카테큐의 혈소판 응집 저해율의 절
반수준에 그쳤다.또한, 아레카 카테큐의 메탄올 추출물의 혈소판 응집 IC50 는 콜라겐, 트롬빈, 아라키돈산, ADP에 대
하여 각각 0.121, 0.065, 0.063, 0.062㎎/mL였다(표 6). IC 50 를 기준으로 한 아레카 카테큐의 혈소판 응집 억제 효
과는 다른 혈소판 응집 억제제에 비하여 2배 이상 강력함을 확인할 수 있었다.

75% 및 100% 메탄올을 추출용매로 한 아레카 카테큐 추출물의 항혈소판응고활성, 총페놀, 축합형 폴리페놀
추출용매
    75% 메탄올 100% 메탄올
총 페놀 (%) 56 54
축합형 폴리페놀 (%) 12 9
항혈소판응고 활성 (%) 97 80.6

아레카 카테큐 메탄올 추출물의 혈소판 응집 IC
샘플 IC50 (㎎/mL)

콜라겐 트롬빈 아라키돈산 ADP
아레카 카테큐 0.121 0.065 0.063 0.062
아스피린 0.370 > 0.400 0.198 0.176
카테킨 > 0.400 0.360 0.260 0.160
녹차추출물 0.290 > 0.400 0.210 0.245

실험예 5 : Sephadex LH-20 chromatography

본 발명 열대 약용식물 추출물 중 실시예 1에서 제조된 아레카 카테큐를 사용하여 sephadex LH-20 chromatograph
y 하였다. 추출물 3g을 50% 아세톤 10mL에 용해시키고 95% 에탄올로 평형화한 Sephadex LH-20(15x4.5㎝) co
lumn에 loading하였다. 95% 에탄올을 UV 흡광도(280nm)가 나타나지 않을 때까지 흘려준 다음 남아있는 흡착부위를 
50% 에탄올으로 용출시켜 420nm에서 흡광도를 측정하였다.

상기 실험예 3의 표 4에 난타낸 바와 같이 아레카 카테큐의 메탄올 추출물은 상당량의 폴리페놀을 포함하고 있어 활성
물질을 분리하기 위하여 폴리페놀류를 분리하는데 주로 사용되는 Sephadex LH-20 gel chromatography를 실시하였
다.

    
아레카 카테큐 메탄올 추출물의 95% 에탄올 용출액(도 6)은 6개 분획으로 분획하였으며, Fr.Ⅱ(27.14%) 및 Fr.Ⅵ(
68.05%)에서 활성을 나타내었다. 또한 50% 아세톤 용출액은 3개 분획으로 나누었는데, Fr.Ⅰ-A(75.96%), Fr.Ⅱ-
A(62.12%), Fr.Ⅲ-A(93.50%)의 세 분획에서 모두 활성을 나타내었고, 특히 Fr.III-A 분획에서 가장 높은 활성을 
보였다(표 7). 그러나 모든 분획들은 추출물(99.42±0.811%)보다는 다소 활성이 낮았다. 이는 아레카 카테큐 메탄올 
추출물의 항혈소판 응고능이 단일 물질의 작용보다 식물체 내의 여러 성분에 의한 상승효과에 기인하기 때문임을 확인
할 수 있었다.
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95% 에탄올과 50% 아세톤 용출액의 Sephadex LH-20 겔 크로마토그래피 실시결과
Elution Fraction No. 억제율(%)
95% 에탄올 Fr. Ⅰ 1∼30 -22.4

Fr. Ⅱ 31∼47 27.14
Fr. Ⅲ 48∼55 0.00
Fr. Ⅳ 56∼77 -56.65
Fr. Ⅴ 78∼105 -14.75
Fr. Ⅵ 106∼170 68.05

50% 아세톤 Fr. Ⅰ-A 1∼10 75.96
Fr. Ⅱ-A 11∼37 62.12
Fr. Ⅲ-A 38∼70 93.50

실험예 6 : 시클로옥시게나아제 활성 측정

상기 실시예 1에서 제조된 아레카 카테큐의시클로옥시게나아제 (cyclooxygenase) 활성 측정을 하기 위하여, PRP(p
latelet rich plasma) 1mL에 시료를 20㎕ 첨가하고 37℃에서 교반하며 10분간 배양하였다. 여기에 agonist를 첨가하
여 10분간 시클로옥시게나아제의 생성을 유도하고 0.6M HCl에 녹인 20%(w/v) 티오클로로아세트산(trichloroaceti
c acid) 1mL와 0.1M NaOH에 0.1M이 되도록 녹인 티오바르비트루산(thiobarbituric acid) 1mL를 각각 넣었다. 이
것을 75℃에서 20분간 끓인 후 실온에 20분간 방치하였다. 이어서 3,000rpm(1,500 ×g)에서 5분간 원심분리하고 상
등액을 취하여 535nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 PPP(platelet poor plasma)에 대해서도 PRP와 동일한 방법으
로 실험하여 대조구로 하였으며, PPP는 PRP를 10,000 ×g에서 3분간 원심분리한 상등액을 사용하였다. 시간에 따른 
시클로옥시게나아제 활성의 경시 변화는 10㎍/㎕의 농도에서 배양 시간을 10분 간격으로 하여 30분간 측정하였다.

    
실험결과는 도 7에 나타낸 바와 같이, 아레카 카테큐는 5, 10, 15, 20㎍/mL의 농도에서 각각 24.05, 51.51, 67.4, 8
0.49%의 활성 저해도를 보여 농도 의존적으로 효소의 활성을 저해함을 확인 할 수 있었다. 이에 반하여 아스피린은 농
도에 상관없이 85% 이상의 일정한 저해율을 보였고, 또한 10㎍/mL의 농도에서 시간에 따른 경시 변화를 실험하였는
데(도 8) 아스피린은 배양시간이 증가함에 따라 5%미만의 효소 활성 저해율의 증가를 보인 반면 아레카 카테큐의 경
우 배양시간 10분에서 30분사이 40%의 저해율 증가를 나타내는 등 시료와 혈소판을 30분 배양시킨 후에는 아스피린
과 거의 유사한 저해율을 나타내었다.
    

    발명의 효과

이상의 실시예를 통하여 설명한 바와 같이 본 발명 열대 약용식물 유래의 혈전증치료용 메탄올 조성물 및 분획물은 기
존의 항혈소판 효과를 나타내는 아스피린, 카테킨, 녹차추출물 등의 물질보다 2배 이상의 혈소판응고 억제 효과가 있어 
혈전증치료에 뛰어난 효과가 있으므로 식품의약산업상 매우 유용한 발명인 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

열대 약용식물 건조 시료들을 분쇄하고 메탄올과 혼합하여 상온에서 2일간 교반하면서 2회 반복 추출한 시료를 여과한 
후 감압농축하여 동결건조함을 특징으로 하는 열대 약용식물 유래의 혈전증치료용 추출물 제조방법.

청구항 2.
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제 1항에 있어서, 상기 열대 약용식물은 아레카 카테큐(Areca catechu),신나모뮴 부르마니(Cinnamomum burmann
i),신나모뮴 신토크(Cinnamomum sintok),파라메리아 라에비가타(Parameria laevigata),우드포르디아 프로리분다(
Woodfordia floribunda)및호마로메나 자바니카(Homalomena javanica)중 어느 하나임을 특징으로 하는 열대 약용식
물 유래의 혈전증치료용 추출물.

청구항 3.

열대 약용식물 유래의 추출물을 유효성분으로 함유하는 것이 특징인 혈전치료용 조성물.
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